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摘要 : 死亡 素 是 由 21 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 广 谱 抗菌 肽 。 为 了 高 效 表 达 可 溶性 的 死亡 素 ,本 研究 利用 递归 式 PCR 
( recursive PCR, rPCR ) 扩 增 了 死亡 素 基 因 thanatin, 并 将 其 和 家 晶 Musca domestica 泛 素 基因 ubiquitin 构成 钥 合 基因 ,克隆 
到 表达 载体 pET-32a ,再 与 硫 氧 还 蛋 日 融合 后 构建 表达 载体 PET-TRX-UBI-THA。 将 酶 切 和 测序 鉴定 正确 的 质粒 转化 表 
x^g EA BL21 ,经 0.6 mmol/L IPTG 诱导 ,TRX-UBI-THA 融合 蛋白 得 到 了 高 效 可 溶性 表达 。SDS-PAGE 和 Western blot 
检测 结果 表明 融合 蛋白 的 分 子 量 为 28.9 KD ,与 预期 的 结果 一 臻 ,表达 量 占 菌 体 总 蛋白 的 46% 。Western blot 分 析 结 果 显 
示 融 合 蛋 日 能 与 Ni-NTA 效 合 物 特异 性 的 结合 ,表明 在 融合 蛋白 的 N- 端 带 有 6 x His 标签 。 利 用 C- 端 带 有 6 x His 标签 
的 泛 素 C- 端 水 解 酶 对 融合 蛋白 进行 切割 ,切割 产物 经 Ni -NTA 亲 和 柱 和 HPLC 纯化 (纯化 量 为 5.4 mg/L) , Tricince- 
SDS-PAGE 电泳 得 到 单一 的 泛 素 蛋白 条 带 。 电 喷雾 质谱 (ESI-MS ) 分 析 表 明 ,纯化 的 泛 素 分 子 量 为 2.57 kD, 与 通过 氨基 
酸 预测 的 分 子 量 完 全 一 致 。 利 用 琉 脂 孔 穴 扩散 法 对 泛 素 活性 进行 检测 ,结果 显示 纯化 的 泛 素 对 大 肠 杆 丙 Ko Dj 和 金黄 
C SEA ERTS Staphylococcus aureus 具有 和 较 强 的 活性 抑制 。 本 研究 表明 ,利用 泛 素 融合 技术 可 以 高 效 表 达 可 溶性 的 死亡 素 。 
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High-level fusion expression of thanatin with an ubiqutin fusion partner in 


Escherichia coli 
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Biological Control, Ministry of Education, Guangzhou 510642, China) 

Abstract: Thanatin is one of the antibacterial peptides which consists of 21 amino acids and has a broad 
spectrum of antimicrobial activities. To explore a cost-effective approach for high-level expression of the 
thanatin in Escherichia coli, the cDNA fragment encoding thanatin with preferred codons of E. coli was 
obtained by recursive PCR ( rPCR) and fused to the C-terminal of ubiquitin ( UBI) from housefly, Musca 
domestica. The fused gene was inserted into the plasmid pET32a to construct the expression vector pET- 
TRX-UBI-THA and express the fusion protein with 6 x His tag in E. coli BI21. The fusion protein was 
expressed in soluble form under the optimized conditions at a high-level ( more than 46% of the total 
proteins). With 6 x His tag, the proteins were easily purified by Ni^* -NTA chromatography. The purified 
proteins were efficiently cleaved by ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase which linked with 6 x His tag at 
the carboxyl-terminus ( UCH-6 x His) , yielding recombinant thanatin with significant antimicrobial activity. 
After contaminants removal by Ni^* -NTA chromatography, recombinant thanatin was purified by reversed 
phase HPLC, 5. 4 mg of pure active thanatin was obtained from 1 L culture medium. ESI-MS analysis 
showed that the molecular weight of the purified recombinant thanatin was 2. 57 kD, which perfectly 
matched the mass calculated from the amino acid sequence. The antimicrobial assay showed that the 
purified thanatin has high activities against E. coli Kj, D, and Staphylococcus aureus. Our results 
demonstrated that functional thanatin can be produced in sufficient quantity using the ubiquitin fusion 


technique at a low cost. 
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puta E 9 Hk ( antimicrobial peptides, AMPs) 是 动 
物体 内 与 免疫 相关 的 小 分 子 多 肽 ,在 保护 宿主 防止 
外 源 微生物 的 侵 当 过 程 中 起 着 关键 的 作用 (Boman， 
1991, 1995) 。 抗 微生物 肽 对 侵 染 宿主 的 病原 微 生 
物 具有 高 效 、 广 谱 的 换 制 作用 ,而 对 宿主 无 任何 毒 副 
作用 ,因此 抗 微生物 肽 作为 新 型 安全 的 肽 类 抗生素 
和 生物 防治 制剂 有 望 应 用 于 医疗 和 农业 中 (Lehrer 
et al., 1993)。 但 抗菌 肽 在 生物 组 织 中 售 量 少 , 分 离 
获得 大 量 天 然 产物 困难 很 大 ,人 工 合成 则 成 本 高 。 
基因 工程 是 一 个 较为 理想 的 选择 ,但 是 由 于 抗菌 上 肽 
分 子 小 ,容易 被 蛋 日 酶 降解 ,同时 由 于 其 表达 产物 对 
原核 和 宿主 落 有 害 , 因 此 不 能 在 原核 系统 中 和 直接 表达 ， 
一 般 采 用 融合 表达 或 在 真 核 系统 中 表达 ( Anderson 
et al., 1991; Aly et al., 1999; 陈 海 旭 等 ，2001 ， 
2002 ; Cabral et al., 2003; Jin et al., 2006a, 2006b; 
金 丰 和 良 等 ,2006; 汪 小 福 等 ，2007;，Wu et al., 
2008 ) 。 

泛 素 (ubiquitin) 是 分 子 伴侣 家 族 中 的 一 员 , 可 以 
起 到 增加 翻译 水 平和 稳定 重 日 的 作用 (Baker，1996; 
Butt et al., 2005; Assadi-Porter et al., 2008) 。 泛 素 特 异 
性 蛋白酶 (ubiquitin-specific processing proteases, 
UBPs) 广 泛 存 在 于 酵母 等 上 芮 核 生 物 , 可 以 有 效 地 酶 解 泛 
系 融 合集 日 ,与 其 他 用 于 酶 解 融 合集 日 的 特异 性 重 日 
酶 如 FactorX 和 Thrombin 相 比 ,UBPs 具有 更 高 的 酶 活 
力 和 更 强 的 特异 性 。 目 从 Baker 等 (1996 ) 证 明 利用 泛 
素 融 合 的 方法 可 以 将 异 源 基因 在 酵母 中 的 表达 提高 几 
百 僧 后 ,这 项 “ 泛 素 融合 技术 (ubiquitin fusion 
technique) ”已 开始 应 用 于 多 种 外 源 基因 的 表达 和 和 转 基 
因 植物 的 研究 领域 中 。 近 年 来 的 研究 发 现 ,将 外 源 基 
与 泛 素 基因 融合 后 ,不 仅 可 以 防止 表达 产物 被 降解 ， 
极 大 地 提高 外 源 基 因 的 表达 量 ,而 且 表 达 的 融合 重 日 
在 离 体 或 体内 条 件 下 ,经 沁 素 特异 性 蛋白酶 在 泛 素 分 
T C- 末 端 切割 后 ,可 以 释放 出 完整 而 有 活性 的 外 源 重 
Fi CGellissen, 2000; 孙 超 等 , 2001; Xu et al., 2007 ) 。 

死亡 素 是 近来 发 现 抗菌 谱 最 广 的 抗菌 肽 , 它 不 
仪 对 草 兰 氏 阳 性 、 半 兰 氏 阴性 菌 有 抗 性 ,而 旦 对 真菌 
也 有 杀 灭 活性 ,其 作用 方式 可 能 是 阻 断 细胞 膜 上 的 
呼吸 链 ,其 广 谱 的 杀菌 活性 ,独特 的 杀菌 机 制 预示 其 
有 广阔 的 应 用 前 景 (Bulet et al., 1991, 1999, 2004; 
Fehlhaum et al., 1996; Wu et al., 2008) 。 为 了 获得 

量具 有 活性 的 死亡 素 , 本 研究 利用 泛 素 作为 分 子 
伴侣 ,对 死亡 素 在 原核 细胞 中 的 可 溶性 融合 表达 、 纯 


化 和 活性 鉴定 
1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 .菌株 与 质粒 

zx Musca domestica 幼虫 由 本 实验 室 养 虫 室 提 
供 , 为 人 工人 饲料 饲养 的 健康 幼虫 。 大 肠 杆 瑚 
Escherichia coli Topl0 ,pET-32a 表达 载体 及 表达 宿主 
B BL21 为 本 实验 室 保存 ; pMD18-T 载体 购 H 
TaKaRa 公司 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 抽 提 Trizol 试剂 盒 及 反 转 录 试 剂 盒 购 目 
Invitrogen 公司 ,各 种 限制 性 内 切 酶 和 TDNA 连接 
HEU E] Promega 公司 ,ExTaq DNA 聚合 酶 、 核 酸 分 子 
量 标准 、 和 蛋 晶 分子量 标准 及 各 种 抗生素 购 目 TaKaRa 
公司 ,Ni + -NTA 亲 和 纯 化 柱 购 自 Qiagen 生物 公司 ， 
C- 端 市 有 6 x His 标签 的 泛 素 C- 端 水 解 酶 ( ubiquitin 
C-terminal hydrolase, UCH) ( UCH-6 x His) 购 自 美国 
Biomel 公司 。 
1.3 死亡 素 基 因 与 家 晶 泛 素 融 合 基因 的 克隆 

根 du Hy A XE HP EO P 
GSKKPVPIIYCNRRTGKCQRM MARHA TT Psi gj 2 25 f 
子 ,合成 两 段 特 异性 核 苷 酸 片 段 ,两 厂 段 有 22 个 碱 
基 互 补 ,THAF. 5'-ATGTGGCATGGGTTCCAAGAAG 
CCAGTGCCAATCATCTACTGCAACAG-3', THAR ; 5”- 
CC AAGCTTCTACATCCTCTGGCACTTACCAGTCCTC 
CTGTTGCAGTAGATGATTGGCA 3! ( Hind M ) ,并 使 
其 带 上 起 始 密 码 子 ATG。 利 用 THAF 和 THAR 互 为 
引物 互 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,PCR 反应 程序 为 : 
94% ,30 s;55%C ,30 s;72?C ,40 s;30 个 循环 ,72C 延 
伸 7 min。 根 据 家 蝇 泛 素 ORF 的 核 甘酸 序列 设计 引 
物 ,UBIF. 5'-ACGGATCCATGCAGATTTTCGTGAAA 
ACC-3'( BamH I ) ;UBIR: 5'-GCCACCGCGCAGGCG 
AAGGACC-3' ,RT-PCR 扩 增 家 蝇 泛 素 ORF。 根据 家 
蝇 ubiquitin 和 thanatin 的 核 苷 酸 序 列 合成 融合 片段 
UBI-THA: 5'-TGCATTTGGTCCTICGCCTGCGCGGTGGC 
ATGTGGCATGGGTTCCAAGAAGCCAGTG-3',2 f f 
T ubiquitin 和 thanatin 融合 基因 的 克隆 ,分 别 在 
UBIF 和 THAR Mime EUME BamH I 和 Hind 
M., $5 ubiquitin Ñi thanatin 的 PCR 产物 及 UBI-THA 
混合 后 ,用 UBIF 和 THAR 为 引物 扩 增 家 晶 ubiquitin 
和 thanatin 的 融合 基因 ,PCR 反应 程序 为 :94C， 


进行 了 人 研究。 


thanatin 
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7 min;94% ,30 s;55%C ,30 s;72% ,40 s;30 个 循环 ， 
72°C 延伸 7 min, PCR j^ 9J25 3 B We GE be ra vk 2t fo 
后 , 连 入 pMDI8-T 载体 ,连接 产物 转化 大 肠 杆 菌 
Top10 感受 态 细 胞 , YA E BET doe PH TE 6 45 T V 
BamH I 和 Hind 亚 双 酶 切 鉴 定 正确 的 转化 子 送 上 海 
英 骏 生物 技术 有 限 公 司 测 序 。 融 合 基因 泛 素 -死亡 
Z (UBI-THA) 克隆 过 程 如 图 1 所 示 。 


UBIF 


THAF 


UBIR THAR 
UBI-THA 
UBIF _ 


| THAR 

















UBI-THA 
图 1 死亡 素 与 泛 素 基因 融合 的 克隆 过 程 
Fig. 1 The construction of fused gene including 


thanatin and ubiquitin gene 


1.4 2b1I-x E ARA EE AEA EZ gr B 
表达 和 纯化 

用 BamH [Hind 正 双 酶 切 测 序 正确 的 重组 质粒 。 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 回 收 纯化 目的 片段 ,与 经 BamH V 
Hind 下 同样 双 酶 切 的 pET-32a 载体 连接 ,构建 重组 表 
达 载 体 pET-TRX-UBLTHA ,并 转化 人 BL21 (DE3) 大 肠 
杆菌 感受 态 细 胞 中 , 挑 取 酶 切 和 测序 鉴定 正确 的 单 克 
隆 于 10 mL LB 培养 基 (5 100 pe/mL UR HA) 中 
37 习 过夜 , 次 日 用 新 鲜 的 LB 培养 基 以 1: 100 稀释 后 继 
续 37% 培养 , 当 Aw 达到 0.6 后 加 入 终 浓度 为 
0.6 mmol LKJ IPTG ,诱导 目的 蛋 日 的 表达 。30 人 培养 
6 h 后 , 4%C ,12 000 r/min 离心 1 min ,收集 菌 体 ,并 用 裂 
解 液 (50 mmol/L Tris-HCl, pH 8. 0, 50 mmol/L NaCl, 
0.596 Triton X-100, 2 mg/mL 溶菌 酶 ) 裂解 细胞 沉淀 ， 
经 超声 及 高 速 离心 后 ， 上 清 液 经 过 NUC-NTA 柱 
(Qiagen) 分 离 和 纯化 融合 重 日 ,经 透析 \ 冷 冻 干燥 并 最 
终 溶 解 于 PBS (pH 7.4) 使 其 终 浓度 为 1 mg/mL, 
1.5 SDS-PAGE 电泳 及 Western blot 分 析 

SDS-PAGE 电泳 和 Western blot 分 析 参 照 文献 
( Sambrook et al., 1989) 进行 。SDS-PAGE 电泳 结 
后 , 电 转移 至 硝酸 纤维 素 (NC) 腊 ( Amersham, Q = 
0.22 um) 。 用 封闭 液 (PBST + 5% 脱脂 奶粉 ) 封闭 
2 h, 接 着 与 一 抗 (用 PBST 按 1: 500 的 比例 稀释 ) E 
温 反 应 1 h, PBST 洗 膜 3 次 ;然后 加 入 PBST 稀释 
的 羊 抗 兔 -lgC-AP(1: 500) ,室温 反应 1 h, 用 PBST 
洗 膜 3 次 ;最 后 将 NC 膜 置 于 含有 NBT 和 BCIP 的 显 


色 液 中 显 色 至 条 市 清晰 ,将 腊 放 入 共 馏 水 中 漂洗 终 
止 显 色 反 应 , BUB BT 48 RR s 
1.6 ”融合 蛋白 的 切割 及 死亡 素 的 纯化 

HEE K WHI HEPES 将 UCH-6 x His 稀释 成 
100 倍 , 按 1: 50 体积 比分 别 与 纯化 后 的 融合 蛋白 混 
^F HR y Z nhi (50 mmol/L HEPES/NaOH, 
pH 7.8, 0. 5 mmol/L EDTA, 1 mmol/L DTT, 
0.1 mg/mL ovalbumin) 中 ,使 6 x His-UCH 终 浓 度 为 
1:5 000。 置 于 2S% , 酶 切 16 h, 每 隔 1 bh 取出 10 uL 
样品 保存 于 -20C ,用 Tricine-SDS-PAGE 电泳 检测 
酶 切 效率 。 酶 切 产 物 先 用 Ni -NTA 亲 和 柱 进行 纯 
化 ,收集 流出 液 ,流出 液 再 进行 第 二 次 Ni -NTA 亲 
和 柱 纯化 ,收集 流出 液 ,进一步 用 截留 分 子 量 为 
10. 0 kD 的 超 率 装置 (amicon) 对 重组 集 昌 进行 纯化 ， 
除去 10.0 kD 以 上 的 大 和 蛋白 。 将 纯化 后 的 重组 蛋 日 
用 半 制 备 型 RP-HPLC (reversed phase HPLC) 的 C18 
(250 mm x 4. 6 mm, 5 um 300 À) 进行 分 析 。 用 
0.196 TFA 和 18% Z JE it PRO f, FI RET RE RJ 
Zi (1896 ~45% , v/v) $110. 196 TFA Æ 1. 3596 每 
4] PUSH BUR ES ,流速 保持 1.0 mL/min。 收 集 洗 
脱 峰 ,分别 进行 活性 测定 和 Tricine-SDS-PAGE 电泳 
( Sambrook et al., 1989 ) 分 析 。 将 重组 蛋白 进行 冷冻 
FH, -80% 保存 备用 。 电 喷雾 质谱 (ESI-MS ) 进行 
死亡 素 纯度 和 分 子 量 分 析 。 
1.7 重组 蛋白 死亡 素 的 生物 活性 检测 

采用 琼脂 筷 穴 平板 扩散 法 (Hultmark et al., 
1980) ,以 半 兰 氏 阴 性 菌 E.coli Ki,Ds ME = R HE 
W S. aureus 为 指示 瑚 ,进行 重组 恒 晶 的 抑 菌 活性 检 
测 。 具 体操 作 如 下 : 挑 取 S. aureus 和 E. coli 
K2 D3 , 单 菌 落 接种 于 2 mL LB 液体 培养 基 中 ,37C 
250 rmin 过 夜 培养 , 取 适 量 培养 物 与 SS$% LB Æ [i] 
体 培养 基 充 分 混 匀 到 (gg =9 cm) 平 板 , 竺 平板 充分 
凝固 后 用 0.5 mm 打 了 筷 絮 打 孔 ,每 个 点 样 筷 加 重组 
蛋白 10 kL, 以 ddH,O 为 空白 对 照 ,37%C 过 夜 培 养 ， 
测量 抑 菌 圈 直 径 大 小 ,设置 3 组 ,每 组 设置 4 个 
重复 。 


2 fm 


2.1 死亡 素 与 家 蝇 泛 素 融合 基因 的 克隆 

THAF 和 THAR 互 为 引物 互 为 模板 进行 PCR 扩 
增 ,PCR 产物 经 1. 2% 的 琼脂 糖 凝 胶 检 测 表明 在 
70 bp 左右 有 一 亮 带 ,与 预期 大 小 一 致 (图 2: A). 
RT-PCR 扩 增 了 家 晶 泛 素 基 因 的 ORF ,将 测序 正确 
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的 死亡 素 基 因 Thanatin PZK IRI A dk N Ubiquitin 
的 PCR 产物 混合 后 ,经 PCR 扩 增 ,1% 的 琼脂 糖 电 
泳 分 析 表 明 ,获得 大 小 为 300 bp 的 条 带 , 与 预期 的 
大 小 一 致 (图 2:B)。 回 收 该 片段 ,将 其 与 克隆 载体 
pMD18-T XE B£, Z5 V F3 e. UE RB], 
合 基因 符合 UBI-THA 编码 。 





M 1 
bp bp 
2 000 2 000 
1 000 
750 1 000 
500 750 
500 
250 
100 250 | | 
100 | 
A B 
图 2 死亡 素 基 因 泛 素 基因 以 及 死亡 素 与 
泛 素 融合 基因 的 PCR 结果 


Fig. 2 PCR results of thanatin, ubiquitin and their fusion gene 
M: DNA 标准 分 子 量 DL2000 marker; 1: 死亡 素 基 因 Thanatin; 2: 
泛 素 基因 Ubiquitin; 3: 死亡 素 与 泛 素 融合 基因 UBI -THA. 
12 死亡 素 与 家 蝇 泛 素 融合 基因 在 原核 细胞 中 的 
表达 和 纯化 

将 测序 鉴定 正确 的 表达 质粒 pET-TRX-UBI- 
THA $e 4L X M $T BE BL21 ( DE3), 经 浓度 为 
0.6 mmol/L 的 IPTG 诱导 ,SDS-PACE 分 析 表 明 , 含 
有 pET-TRX-UBI-THA 的 细菌 在 IPTG 诱导 下 表达 了 
一 条 大 约 29.0 kD 的 蛋 日 条 再 ,与 预期 的 大 小 一 臻 
(图 3:A) ,经 CN-UV/WL Image-Formation System 的 
Bioplot 软件 对 目的 蛋白 进行 分 析 , 融 合 蛋 日 表达 量 
占 菌 体 总 蛋 日 的 46% ,其 中 90% 以 上 的 融合 蛋 日 为 
EEH., Wester blot 结果 显示 ,所 表达 的 融合 
*& F1BE- 285817 38 DU TIL TES REA TE HJ 226 er , e B Bre 
AXSBUBU E EAHILRABOSI3:B). Hilt 
蛋白 质 中 组 氮 酸 接头 的 Ni -NTA 偶 联 抗体 检测 也 
显示 在 预期 大 小 处 有 阳性 反应 带 出 现 , 表 明 所 表达 
HJ EN 末端 市 有 6 x His 的 融合 重 日 。 以 6 x His- 
tag 纯化 试剂 盒 一 步 纯 化 了 N 末端 带 有 6 x His-tag 
的 融合 蛋白 ,SDS-PAGE 和 Western-blot( 图 4) 显示 
纯化 的 蛋 日 为 单一 纯净 的 条 市 。 
2.3 融合 蛋白 的 切割 及 死亡 素 的 纯化 

纯化 的 抗菌 肽 融合 蛋白 6 x His-TRX-UBI-THA 
Æ 25C 下 ,经 UCH-6 x His 酶 切 16 h, 酶 切 产 物 经 
ddH, O 透析 后 ,进行 1896 Tricine-SDS-PAGE 电泳 分 
析 。 结 果 如 图 5 所 示 ,在 约 为 29 和 26 kD 处 分 别 有 
两 条 亮 市 ,在 2.5 kD 左右 有 一 模糊 条 带 , 表 明 带 有 
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6 x His 标签 的 重组 UCH 能 够 特异 的 识别 泛 素 C- 末 
MAE H ,并 能 够 进行 切割 。 用 HisTrap HP 柱 对 酶 
切 混合 物 进 行 两 次 纯化 ,除去 市 有 6 x His 的 分 子 伴 
但 \ 未 切割 的 融合 重 日 和 6 x His-UCH ,获得 单一 的 
死亡 素 重 日 。 纯 化 的 死亡 素 经 ESI-MS 进行 分 析 ， 
[thanatin +4H+* ]** fll [ thanatin + 6H * ] 生 分子 大 小 
显示 分 别 为 646 D 和 428 D ,表明 死亡 素 的 分 子 量 为 
2.56 kD ,与 通过 氨基 酸 序列 推测 的 分 子 量 相 一 致 
重组 死亡 素 的 质谱 结果 为 单一 的 峰 ,说 明成 分 均一 ， 
为 纯净 的 死亡 素 。 


M 1 2 3 4 5 6 7 8 





A B 
图 3 死亡 素 与 家 蝇 泛 素 融 合 基因 在 大 肠 杆菌 中 表达 的 
SDS-PAGE 电泳 (A) 和 Western-blot( B) 分 析 

Fig. 3 SDS-PAGE (A) and Western-blot (B) analysis of 

6 x His-TRX-UBI-THA expressed in Escherichia coli BL21 
M: 标准 分 子 量 Protein standard molecular weight marker; 1: 为 未 诱导 
的 对 照 菌株 Pellet of lysate of expressed bacteria before IPTG was 
induced; 2, 3, 4, 5, 6, 7: 分 别 为 用 0.6 mmol/L IPTG 诱导 后 培养 
1,2,3,4, 5 和 6 h 的 菌株 Pellet of lysate of expressed bacteria after 
IPTG had been induced for 1 -6 h. 
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图 4 A2EEBIACT-R 3 ZCHBIZ RMA SR ELIT 
SDS-PAGE 电泳 (A) 和 Western-blot( B) 分 析 
Fig. 4 SDS-PAGE (A) and Western-blot (B) analysis of 
purified fusion proteins of 6 x His-TRX-UBI-THA 

M: 标准 分 子 量 Protein standard molecular weight marker; 1: 纯化 的 死 
亡 素 与 家 蝇 泛 素 融合 蛋白 SDS-PAGE 电泳 SDS-PAGE electrophoresis 
of purified fusion proteins of 6 x His-TRX-UBI-THA ; 2; Ni2+ -NTA 聚合 
物 检 测 纯化 的 死亡 素 与 家 蝇 泛 素 融 合 蛋白 Western-blot analysis of 
purified fusion proteins of 6 x His-TRX-UBI-THA using Ni? * -NTA 


conjugate. 
2.4 重组 组 白 死 亡 素 的 生物 活性 测定 

TR ?2H & EJ ACT 3 B UR TES HEC] ddH,0 W 
成 1 ug/mL 的 溶液 ,以 E.coli Kp Di 和 S. aureus 为 
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指示 菌 ,采用 琼脂 和 孔 穴 平板 扩散 法 测定 表达 产物 抑 
菌 活性 。 结 果 如 图 6 所 示 , 经 酶 切 纯化 的 死亡 素 对 
E. coli K D, 和 S. aureus 有 很 强 的 抑 菌 活性 , 抑 菌 


圈 直 人 径 分 别 为 1.0 +0.12 em 和 1.0 €0. 14 em, 
3 Md kD 





图 5 融合 蛋白 酶 切 后 和 纯化 后 的 重组 蛋白 的 
Tricine-SDS-PAGE 电泳 分 析 
Fig. 9  Trcine-SDS-PAGE analysis of the cleavage products from 
the 6 x His-TRX-UBI-THA fusion protein by 6 x His-UCH and 
Tricine-SDS-PAGE analysis of the purified recombinant thanatin 
M1, M2: 标准 分 子 量 Polypeptide SDS-PAGE molecular weight marker ; 
1: WO EHH 16 h Cleavage products from the 6 x His-TRX-UBI- 
THA fusion protein by 6 x His -UCH for 16 h at 2500 ; 2 -3; 纯化 后 的 
重组 蛋白 死亡 素 Purified recombinant thanatin. 





i ii 
图 6 纯化 重组 死亡 素 对 大 肠 杆 菌 Ko Ds C 1 ) 和 
金黄 色 葡 萄 球菌 ( i ) 的 活性 检测 
Fig. 6 Analysis of the activity of purified recombinant thanatin 


against Escherichia coli Kj D4, (1) and Staphylococcus aureus (ii) 
CK: ddH,O; A, B, C: 不 同人 处 理 组 Different treatment groups; a,b,c, 
d: 每 组 内 的 4 个 重复 Four repeats within each treatment group. 


3 讨论 


ÈR Jé TE BL rh OD HE Up 2$ E Podisus 
maculiventris 中 发 现 的 ,由 21^ X E XE ZH LH 
广 谱 抗菌 肽 ,对 革 兰 阳性 、 阴 性 菌 以 及 某 些 真菌 均 有 
抑制 作用 ,而 且 对 一 些 临 床上 的 耐 药 菌 也 有 良好 的 
抗 关 活性。 迄今 为 止 死亡 素 在 所 有 已 知 昆 虫 抗 画 肽 
中 是 抗菌 谱 最 广 抗菌 活 性 最 强 的 抗菌 蛋白 ,其 最 小 
抑 菌 浓度 低 于 2.5 jmol/L( Fehlhaum et al., 1996) 。 
在 抗生素 副作用 日 益 出 现 的 今天 ,预示 死亡 素 具 有 
广阔 的 应 用 前 景 。 近 几 年 来 ,国内 外 对 死亡 条 基因 


的 研究 多 有 报道 。 研 究 中 发 现 ,大 部 分 的 死亡 素 融 
合 恒 白 多 呈 包 涵 体 的 形式 存在 ,增加 了 抗菌 肽 死亡 
素 的 纯化 难度 ,而 且 融 合 重 蝗 在 外 源 和 蛋白 酶 切割 时 ， 
外 源 和 蛋白 酶 的 使 用 引入 了 其 他 林 和 蛋白 ,使 抗菌 肽 死 
亡 素 的 纯化 变 得 困难 旦 不 经 济 ( 合 宏 账 等 ，2002， 
2003 ; 钱 坤 等 ，2005 ; 文良 柱 等 ,2006; Sang et al., 
2007) 。 为 探讨 一 种 表达 高 效 、 人 简易 纯 化 的 抗菌 肽 
表达 模式 ,为 抗菌 肽 的 生产 提供 一 种 经 济 实 患 的 分 
子平 台 , 本 研究 利用 原核 表达 载体 pET32a 为 模板 ， 
根据 ihanatin 的 氨基 酸 序列 和 细菌 偏爱 的 密码 子 合 
成 thanatin 的 特异 性 引物 ,利用 PCR 获得 了 thanatin 
基因 ,构建 了 以 硫 氧 还 蛋白 和 泛 素 为 双 分 子 伴侣 的 
表达 载体 ,并 在 原核 细胞 中 得 到 融合 表达 。 表 达 的 
融合 蛋白 占 总 蛋白 的 46% 以 上 ,90% 以 上 的 蛋白 为 
可 溶性 蛋白 。 表 达 的 融合 蛋 白 带 有 载体 特有 的 6 x 
His 标签 ,人 简化 了 纯化 步 台 。 纯 化 的 融合 蛋 日 在 重 
组 的 泛 素 水 解 酶 的 作用 下 ,释放 出 了 具有 高 效 杀 盏 
活性 的 死亡 素 ,本 人 研究 为 死亡 素 的 高 效 表 达 和 快速 
Zu, ERE T dle 

将 抗菌 肽 和 分 子 伴 侣 在 细菌 中 融合 表达 ,分子 
伴侣 不 仅 降低 了 抗菌 肽 对 宿主 亢 的 毒性 ,而 且 保护 
了 抗菌 肽 不 被 蛋 日 酶 所 降解 。 融 合 蛋 日 在 外 源 蛋 日 
酶 切割 时 ,往往 出 现 切 割 不 完全 或 增加 了 抗菌 肽 N 
端 多 余 的 氮 基 酸 这 些 都 降低 了 抗菌 肽 的 产量 和 活性 
(Cabral et al.，2003 )。 本 研究 曾经 将 合成 的 
thanatin 直接 连接 在 表达 载体 pET32a 的 硫 氧 还 蛋 
日 下 游 , 但 没有 得 到 很 好 的 结果 ,推测 表达 的 死亡 素 
对 宿主 苗 有 毒性 所 致 。 在 死亡 素 前 连接 泛 素 后 , 融 
合 蛋 白 得 到 了 高 效 表 达 , 且 90% 以 上 的 融合 蛋白 为 
REE, RRAZ RKO THEMA E S FAFE 
亡 素 的 表达 量 ,而 且 提 高 了 其 可 浴 性 。 融 合 重 日 经 
ZR C- 末 端 水 解 酶 切割 后 ,释放 出 具有 杀菌 活性 的 
死亡 素 ,纯化 的 死亡 素 经 ESI-MS 分 析 , 其 分 子 量 为 
2.56 kD ,与 通过 氨基 酸 序 列 计算 得 到 的 分 子 量 完全 
符合 。 表 明 泛 素 C- 末 端 水 解 酶 可 以 正确 识别 泛 素 
C- 末 端的 死亡 素 并 进行 切割 ,释放 出 具有 天 然 N ng 
的 死亡 素 。 

经 济 、 简易 快速 纯化 目的 重 日 是 基因 工程 必须 
的 。 本 研究 在 构建 泛 素 融合 表达 载体 ,充分 考虑 了 
下 游 的 纯化 工作 ,使 融合 蛋白 的 N 端 及 泛 素 水 解 酶 
的 C 端 市 有 6 x His 标签 。 利 用 镍 歼 和 亲 和 层 析 , 既 
便于 融合 蛋 日 的 纯化 ,也 便利 了 融合 重 昌 被 泛 素 水 
解 酶 切割 后 ,目的 蛋白 中 污染 和 蛋白 的 去 除 ,便于 目的 
EHR Do 2 45 
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